
























dogs  of  different  breeds.  We  investigated  their  whole‐genome  sequences  (WGS)  and  filtered 
variants using 584 unrelated genomes, which revealed no variants shared across all affected dogs. 
However,  filtering  for  private  variants  of  each  case  separately  yielded  plausible  dominantly 
inherited candidate variants  in  three of  the eight cases.  In an Australian Terrier, a heterozygous 







study  indicates  allelic  and  locus  heterogeneity  for  canine  CMO  and  illustrates  the  current 
possibilities and limitations of WGS‐based precision medicine in dogs. 




Craniomandibular osteopathy  (CMO)  in dogs  is  a  common  type of  a hyperostotic disorder, 
which  mainly  affects  the  mandible  (OMIA  000236‐9615).  CMO  is  a  developmental  orthopedic 
disorder described in several dog breeds, and it is clinically equivalent to human infantile cortical 
hyperostosis, also known as Caffey disease [1] (OMIM 114000). The clinical signs in human patients 




















































Terrier, Airedale Terrier,  Scottish Terrier, Cairn Terrier,  and German Wirehaired Pointer  (OMIA 





all  clinical  signs  usually  resolve with  time, when  the  regular  bone  growth  and  ossification  are 
complete  [7].  Calvarial  hyperostotic  syndrome  (CHS)  also  belonging  to  the  group  of  canine 



















inherited  disorders were  sequenced  and  compared  to  hundreds  of  normal  controls  [15], which 
allowed a precise molecular diagnosis reporting the most likely disease‐causing variants [16–18]. A 
similar approach has also been successfully applied to cats [19–21]. By applying short‐read WGS as 






study were  examined with  the  consent of  their owners.  Sample  collection was  approved by  the 
Cantonal Committee for Animal Experiments (Canton of Bern; permit 75/16). 
2.2. Animals 
























SLC37A2,  and  SLC35D1  genes  correspond  to  the  accessions  NC_006591.3  (chromosome  9)  and 
NC_006587.3  (chromosome  5)  (NCBI  accession);  NM_001003090.1,  XM_005619600.3,  and 
XM_003434643.2  (mRNA);  and  NP_001003090.1,  XP_005619657.1,  and  XP_003434691.1  (protein), 





98% are  identical between dog and human. For  the multi‐species COL1A1 protein alignment,  the 




























Figure  1.  Radiographs/computed  tomographic  (CT)  images  of  the  craniomandibular  osteopathy 
(CMO)/calvarial hyperostotic syndrome (CHS)‐affected dogs. (a) Sagittal and transverse CT images 




periosteal new bone  formation along  the mandible  (arrowheads).  (d) Slightly oblique  laterolateral 
view of the mandible of an Old English Sheepdog showing similar periosteal new bone formation 
along the mandible (arrowheads). (e) Transverse CT  image of a Weimeraner with the arrowheads 
pointing  towards  the periosteal new  bone  formation  at  the ventral  and medial  aspect  of  the  left 
mandibular corpus. 
3.2. Identification of Private Candidate Variants 
We  considered both  the autosomal dominant and autosomal  recessive modes of  inheritance 
when  analyzing  the  WGS  data.  Filtering  for  private  variants  present  in  a  homozygous  or 
heterozygous  state  in  all  eight  affected dogs  and  absent  in  584 publicly  available dog  and wolf 
genomes revealed no variants shared across all cases. However, filtering for private variants of each 
of the cases separately yielded possible dominantly inherited candidate protein‐changing variants in 
three  cases  (Figures  2–4).  In  the  remaining  five  affected dogs, no  variants  in  obvious  functional 
candidate  genes  were  found.  Therefore,  we  report  a  catalog  of  each  dogʹs  private  variants 
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(Supplementary Tables S2–S9). The  total number of variants per genome, when compared  to  the 
CanFam3.1 reference, ranged from 4.9 million in the American Staffordshire Terrier to 5.6 million in 
the Basset Hound  (Table 1). After  filtering against the public genomes, on average ≈9200 variants 
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Figure 2. Characterization of  the  identified  functional  candidate variant  in COL1A1  in  the CMO‐
affected  Australian  Terrier.  (a)  Integrative  genomics  viewer  (IGV)  snapshot  showing  the 
heterozygous  missense  candidate  variant  (NC_006591.3:g.26191397C>T).  (b)  Schematic 
representation  of  COL1A1  indicating  the  c.1786G>A  variant  location  in  exon  26  (red)  and  the 
previously described human variant (position with respect to the canine COL1A1) in exon 41 (blue) 
encoding  the  triple helix domain. Note  that  the  canine COL1A1 gene  is annotated on  the  reverse 
complementary strand. (c) Multispecies protein alignment of the canine CMO‐associated missense 







changes  this canonical dinucleotide sequence  (Figure 3c) and  therefore most  likely eliminates  the 
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Figure 3. Characterization of  the most  likely pathogenic variant  in SLC37A2  in  the CMO‐affected 
Basset  Hound.  (a)  IGV  snapshot  showing  the  heterozygous  splice  site  candidate  variant 




compared  to  the human  consensus  sequence  for  the U2‐type GT‐AG donor  splice  sites  [27]. The 
uppercase  letters  indicate exon 16 and  lowercase  letters  intron 16 sequence, whereas the subscript 
numbers show the percentage of the respective conserved nucleotide in 186,630 investigated U2‐type 
GT‐AG human 5’‐splice site motifs. The base at position +1 is a highly conserved G (100%) [27]. 




long  C‐terminus  of  SLC35D1  (XP_003434691.1:p.(Ser341ArgfsTer22);  Figure 4).  There  is  no  non‐
synonymous variant in the human SLC35D1 coding region at the corresponding position described 
in the gnomAD [24]. 
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Figure 4. Characterization of  the  identified  functional candidate variant  in SLC35D1  in  the CMO‐














total  number  of  private  variants  varied  greatly  between  the  individual  genomes. This might  be 
partially the consequence of different levels of inbreeding in different breeds, as well as the variable 
numbers  of  breed  controls  present  in  the  studied  dataset  [15].  By  prioritization  of  functional 












with Ehlers–Danlos  syndrome and Caffey disease  (OMIM 120150)  [28]. The autosomal dominant 
form of infantile cortical hyperostosis in humans (OMIM 114000) is described as a collagenopathy 
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caused  by  a  single  heterozygous missense  variant  in COL1A1 with  incomplete  penetrance. This 
variant  affects  the  X  residue  in  a  triple‐helical  domain  of  COL1A1  (Figure  2),  but  the  exact 
pathogenesis of how it leads to self‐limiting hyperostotic bone lesions is still unclear [3]. Therefore, 
we  speculate  that  the  identified missense variant  in  canine COL1A1 might  represent a  candidate 




affected  Basset  Hound.  SLC37A2  has  been  shown  to  be  associated  with  CMO  in  Terriers  [11]. 
Belonging  to  the  glucose‐phosphate  transporter  family,  it  is  expressed  in  bone‐related  tissues 
including bone marrow or osteoclasts.  In mice, Slc37a2 was  shown  to have  an  important  role  in 
osteoclast differentiation and  function  [30]. The previously  identified synonymous variant causes 
altered  splicing,  resulting  in  a  frameshift  and  premature  stop  codon  [11]. This  likely  affects  the 
function of SLC37A2 and  leads  to disturbed glucose homeostasis  in osteoclasts  in  the developing 
bones, potentially explaining the hyperostosis phenotype of CMO‐affected Terriers [11]. The process 
of splicing consists of  the recognition of exon‐intron boundaries by spliceosome complex and  the 
subsequent  excision of  an  intron  and  is highly  conserved  across  eukaryotes  [31]. Splice  sites  are 











Impairment  of  the  proteoglycan  synthesis  was  confirmed  in  the  Slc35d1‐knockout  mice,  which 
showed severe chondrodysplasia, including hypoplastic craniofacial bones and extremely short long 
bones. The heterozygous Slc35d1+/‐ mice were phenotypically apparently normal  [32].  In humans, 





The  success  rate  of  WGS‐based  identification  of  rare  disease‐causing  genes  is  difficult  to 
determine because about two‐thirds of studied human diseases discover too many credible candidate 
variants and  in  the remaining one‐third  there are none  [13]. Similarly,  the comparisons described 
herein, using  the  recently presented DBVDC variant catalog,  reduced  the  ≈5,000,000 variants per 




prioritization of causal variants  remains challenging. For example,  there  is a gap  in  the  reference 
assembly  in  the  5’‐region  of  SLC37A2.  Therefore,  sequencing  of  additional  genomes  of  well‐
phenotyped breed‐matched obligate carriers and/or affected dogs may help unravel  the complete 
molecular etiology of canine hyperostotic disorders such as CHS or CMO in the remaining cases by 
reducing  the number  of  private  candidate  variants  shared  in  cases  of  the  same  breed. De  novo 
mutations  causing  autosomal  dominant  disorders  are  easier  to  identify  when  parentsʹ  data  is 
available because each individual carries fewer variants that are not also found in the parents [16]. 
Unfortunately, for the examined cases in this study, we had no access to samples of the parents to 
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for  pathogenicity  in  compelling  functional  candidate  genes  (COL1A1  and  SLC35D1).  Further 
functional studies are needed to confirm the causality of the described variants, whereas additional 
genetic  and/or  environmental  factors might  also  influence  the manifestation  of  the  disorder.  In 
addition, the detection of structural variants such as larger‐sized indels or segmental duplications is 
strongly  limited.  The  sensitivity  of  our  variant detection might  have  been  compromised  by  the 
presence  of  gaps  in  the  reference  genome  and  the  employed  short-read  sequencing  technology. 
Consequently, long‐read sequencing improved reference assembly and annotation quality, and better 
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